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摘 要 
   OVOL2 是进化上相当保守的一种转录因子，它与胚胎发育之间的关系已经被
很多研究所报道，但是 OVOL2 与肿瘤的发生发展关系还知之甚少。本文主要从
OVOL2 是如何调控结直肠癌的转移与侵袭方面做了详细的研究。 
首先我们从结直肠癌病人样本的组织芯片中发现肿瘤中 OVOL2 含量低的病
人预后生存期更短。然后我们通过体外细胞增殖实验、裸鼠皮下成瘤实验、小鼠
免疫组化实验、HE 染色实验证实了 OVOL2 不能够抑制结直肠癌的增殖。于是我
们猜测 OVOL2 可能是通过抑制结直肠癌转移和侵袭过程，延长患者的寿命。于
是我们通过细胞划痕实验、Transwell 实验、裸鼠尾静脉肿瘤细胞注射实验、裸鼠
原位肿瘤细胞注射实验、HE 染色实验、免疫荧光实验证实了 OVOL2 能够抑制结
直肠癌的转移。 
接下来我们通过Oncomine数据库筛查与肿瘤转移有关与OVOL2共表达的基
因，通过免疫组化实验、细胞免疫荧光实验、蛋白印迹实验我们证实了 OVOL2
能够抑制结直肠癌细胞的 EMT 进程。我们通过 qPCR array 找到了与 OVOL2 相关
性较高的关键蛋白 SLUG。并通过免疫印迹实验、荧光实时定量 PCR 实验、细胞
划痕实验、Transwell 实验、荧光素酶报告质粒活性检测实验证实了 OVOL2 是通
过抑制 SLUG 来抑制结直肠癌的 EMT 进程。我们通过点突变 SLUG 启动子上的
OVOL2 结合位点发现 OVOL2 并不是直接负调控 SLUG 的表达，而是通过抑制 Wnt
信号通路的转录活性负调控 SLUG 的表达。 
我们通过荧光素酶报告基因活性检测实验、免疫染色质共沉淀实验、免疫组
化实验发现 OVOL2 是 Wnt 信号通路的直接靶基因。由此我们提出 OVOL2 与 Wnt
信号通路之间存在的负反馈作用在结直肠癌的转移与侵袭中具有重要的调控作
用。 
关键词：OVOL2；结直肠癌；上皮间质转化 
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Abstract 
OVOL2 is an evolutionarily conserved transcription factor, it has been much 
reported that the relationship between OVOL2 and embryo development. However, 
the relationship between OVOL2 and tumor progression is still poorly understood. 
This article will give a detailed research how OVOL2 regulates metastasis and invasion 
of colorectal cancer. 
First, we found in the tissue array of patients that the tumor with low OVOL2 
expression，these patients had much shorter survival after surgeon. We then use in 
vitro cell proliferation assay, subcutaneous tumor formation in nude mice, 
immunohistochemistry in mice, hematoxylin-eosin staining to confirm that OVOL2 
can not inhibit the proliferation of colorectal cancer. So we guess that OVOL2 
probably prolong survival of patients by inhibiting metastasis and invasion of 
colorectal cancer. So we use wound healing assay, Transwell assay, mice  intravenous 
injection of tumor cells experiments, in situ injection of tumor cells experiments, 
hematoxylin-eosin staining, immunofluorescence experiments to confirm that OVOL2 
is able to inhibit metastasis of colorectal cancer. 
Next we screened genes correlated with tumor metastasis and co-expressed 
with OVOL2 in Oncomine database. We use immunohistochemistry,     cell 
immunofluorescence experiments, Western blot to confirm that OVOL2 can inhibit 
EMT process of colorectal cancer cells. We find that SLUG is a high correlation gene 
with OVOL2 by qPCR array. We use Western blot, Real-time PCR experiments, wound 
healing assay, Transwell assay, luciferase reporter assay to confirm that OVOL2  
inhibits colorectal cancer epithelial-mesenchymal transition process by inhibiting 
SLUG. We mutate OVOL2 binding sites on SLUG promoter and find that OVOL2 does 
not directly negatively regulate the expression of SLUG, but the expression of SLUG is 
inhibited by repressing the transcriptional activity of Wnt signaling pathway.  
We use luciferase reporter assay, Chromatin Immunoprecipitation experiment, 
Immunohistochemistry to confirm that OVOL2 is a direct target gene of the Wnt 
signaling pathway. Thus, we propose a negative feedback mechanism between 
OVOL2 and Wnt signaling pathway in regulating the metastasis and invasion of 
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colorectal cancer. 
Key Words: OVOL2; colorectal cancer; epithelial-mesenchymal transition 
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第一章 前言 
1.1 结直肠癌概述 
1.1.1 肠道简介 
肠指的是从胃的幽门至肛门的消化管，是哺乳动物重要的消化器官。哺乳动
物的肠包括小肠和大肠两个部分，其中小肠又分为十二指肠（duodenum）、空肠
（jejunum）和回肠（ileum）,大肠分为盲肠（cecum）、结肠（colon）和直肠（rectum）。
小肠负责哺乳动物几乎全部的消化和吸收功能，而大肠主要起着浓缩食物残渣，
形成粪便的作用。 
各种哺乳动物肠道的结构与功能基本相似。其中肠壁的结构一般分为四层，
由内到外依次为：粘膜层、粘膜下层、肌肉层和浆膜层。其中粘膜层主要由柱状
上皮细胞组成，小肠粘膜有许多细小的绒毛状凸起，称为小肠绒毛，小肠绒毛的
底部内陷成管状，被称为隐窝。粘膜下层是一层不固定的结缔组织，包括粘膜下
的神经、血管以及淋巴管。肌肉层由内环肌和外环肌组成，它们的收缩和舒张可
以帮助肠道完成机械化的消化。 
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图1.1.1 小肠上皮组织解剖图 
 
肠道是研究肿瘤细胞生物学的一个良好模型，这是因为小肠本身含有干细
胞，具有自我更新能力，并且肠道上皮细胞与外界待消化的食物残渣直接接触，
更易受到外界有害刺激的影响。在这种易感的环境下，肠道表皮细胞中的癌基因
发生突变，这种突变积累导致肿瘤的发生。肿瘤细胞增殖形成结直肠癌，部分肿
瘤细胞发生迁移与侵袭，可以穿过肠的基底膜，通过血管內渗，转移到肝脏或者
肺等其他器官，造成更严重的后果。 
隐窝是干细胞存在的地方，新的细胞在隐窝中生成[1]，而老的细胞会达到绒
毛顶端，随后凋亡[2]。在隐窝处，干细胞会不断地进行分裂，并分化成各种功能
细胞[3, 4]。有的能够分泌水解酶，在小肠的消化和吸收中发挥关键作用[5, 6]。有的
细胞能够分泌抗菌物质，在小肠对抗外界毒素的侵害中起着重要的作用[7]。 
 
1.1.2结直肠癌概述 
结直肠癌发生于胃肠道，是一种由多种因素共同引起的肠道恶性肿瘤，结直
肠癌的分期是用来分析结直肠癌严重程度的标准，明确的分期对于结直肠癌的诊
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断以及其后续的治疗是非常有帮助的。目前主要将结直肠癌分为以下 4 期：Ⅰ期：
癌细胞侵犯结肠肠内壁的很多区域。Ⅱ期：癌细胞已经超出肠范围，扩散到周边
组织，但并没有扩散到淋巴结。Ⅲ：癌细胞已经扩散到周边淋巴结，但还没有扩
散到身体其它部位。Ⅳ：癌细胞已经扩散到身体的其它部位。结直肠癌比较容易
先转移到肝脏和肺等器官。 
结直肠癌是现在世界上最常见的肿瘤疾病之一，每年全球大概有 120 万人被
确诊为结直肠癌，而有超过大约 60 万名患者直接或间接死于结直肠癌。结直肠
癌在中外各地区的发病率有比较明显的差异，这与中西方不同国家不同的生活方
式有着密切的联系。男性结直肠癌的发病率高于女性。并且结直肠癌的发病率随
着年龄的增大而增加，已报道的发达国家中有 50% 的结直肠癌患者年龄低于 70
岁[8]。但是近年来随着生活方式的改变，中国的结直肠癌发病率和死亡率都有明
显的升高。虽然遗传因素是结直肠癌的发生的重要因素，但是大部分结直肠癌都
是散发的，并且在结直肠癌进展过程中以腺瘤到肿瘤的形式发生。 
当前结直肠癌最主要的治疗手段是外科手术、辅助放射治疗（患者是直肠癌）
以及辅助化疗（患者为Ⅲ、Ⅳ期或高风险的Ⅱ期结肠癌）。在生存期方面，Ⅰ期
患者的 5 年生存率可达 90%以上，而Ⅳ期患者只有略大于 10% 的生存率。内镜
检查或者血液筛查已经被证实能够有效的降低结直肠癌发病率和死亡率，但大部
分国家和地区仍未开始实施有组织的筛查。结直肠癌早期发现可以用手术辅助以
化疗及其放疗或中医药等传统方式就可以得到不错的治疗效果。而到了结直肠癌
晚期，常规的放疗和化疗并不能完全治愈转移后的癌症，为结直肠癌的治愈带来
了极大的困难[9]。 
在结直肠癌的进展过程中，最早的病变是隐窝处的异常病灶，随着时间的推
移隐窝处的病灶不断扩大形成腺瘤性息肉，这是一个渐进的过程，腺瘤恶化之后
形成原位癌，结直肠癌病人在最初期表现为浸润性的癌，而最后形成远处转移的
癌[10]。这其中的分子机制还没有被完全弄清楚，但据文献报道，结直肠癌的发生
和进展是由于原癌基因的突变激活或者抑癌基因的突变失活所引起的，并且肿瘤
的产生需要很多基因得到突变，基因的突变可能是以某种顺序进行的，这种突变
积累到一定程度造成了结直肠癌的发生与进展。常见的遗传性结直肠癌有遗传性
非息肉型结直肠癌和家族性腺瘤息肉病这两种，它们都是由于基因的突变导致蛋
白功能发生改变，进而影响细胞与组织的正常功能[11, 12]。 
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